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® Verwendung von ausgewahrten Phytostenolestern zur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln 

@ Zur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln 
wird die Verwendung von Phytostenolestern auf Basis 
konjugierter Fettsauren vorgeschlagen, die gegenuber 
den vergleichbaren Produkten des Stands der Technik 
eine deutlich h oh ere Aktivitat aufweisen. Durch Verkapse- 
lung in Gelatine lassen sich die Mittel problemlos auch 
oral in hSheren Dosen verabrelchen. 
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B esc hreibung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Phytostenolestern, gegcbcnenfalls zusarnnien mil ausgewahlten Potenzie- 
ningsmitteln zur Herstellung von Mitteln zur Vennindening des Cholesteringehaltes im Serum von WamuMutern. 

5 Unter hypochlocsterinamischen Wirkstoffen werden Miltel verstanden, die zu einer Verminderung des Cholesteringe- 
haltes im Serum von Warmbliitem fiihren, obne dafi dadurch eine Hemmung oder Verringerung der Bildung von Chole- 
sterin im Blut eintritt. Fiir diesen Zweck wurden bereits von Peterson et al. in J. Nutrit. 50, 191 (1953) Phytostenole, also 
pfianzliche Stenole, und deren Ester mit Fettsauren vorgeschlagen. In die gleiche Richtung weisen auch die Patentschrif- 
ten US 3,089.939, US 3,203,862 sowie die deutsche Offenlegungsschrift DE-OS 20 35 069 (Procter & Gamble). Die 

io Wirkstoffe werden tiblicherweise Brat- oder Speiseolen zugesetzt und dann iiber die Nahrung auf genommen, wobei die 
Einsatzmengen jedoch in der Regel gering sind und ttblicherweise unter 0,5 Gew.-% liegen, um zu verhindern, dafi die 
Speiseole eintrilben oder die Stenole bei Zusatz von Wasser ausgefallt werden. Fiir den Einsatz im Nahrungsmittelbe- 
reich, in Kosmetika, pharmazeutischen Znbereitungen und im Agrarsektor werden in der europaischen Patentanmeldung 
EP-A1 0289636 (Ashai) lagerstabile Emulsionen der Stenolester in Zucker- oder Polyglycerinestem vorgeschlagen. Die 

is Einarbeitung von Sitostanolestern zur Vexminderung des Biutcholesteringebaltes in Margarine, Butter, Mayonnaise, Sa- 
latsaucen und dergleichen wird in der Europaischen Patentschrift EP-B1 0594612 (Raision) vorgeschlagen. 

Von Nachteil ist jedoch, dafi die Phytostenolester den Nahrungsmitteln tiblicherweise nur in gcringen Mengen zuge- 
setzt werden konnen, da ansonsten die Gefahr besteht, daB sie den Geschmack und/oder die Konsistenz der Mittel beein- 
trachtigen. Zur nachhaltigen Beeinflussung des Cholesteringehaltes im Blut ware jedoch die Aumahme groBerer Mengen 

20 Phytostenolester wiinschenswert. Weiterhin verbesserungswurdig ist die Geschwindigkeit, mit der die Stoffe den Gehalt 
an Cholesterin im Serum vermindern. Die Aufgabe der Erfindung hat folgiich darin bestanden, diesen Mangeln abzuhel- 
fen. 

Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung von Estern von Phytostenolen mit Fettsauren mit 6 bis 24 Kohlenstof- 
fatomeo und mindestens 2 konjugierten Doppelbindungen, gegebenenfalls zusammen mit Potenzierungsmitteln ausge- 

25 wahlt aus der Gruppe, die gebildet wird von Tocopherolen, Chitosanen, Phy tostenolsulfaten und/oder (Desoxy)Ribonu- 
cleinsauren, zur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln. 

Oberrascbenderweise wurde gefunden, daB Phytostenolester auf Basis konjugierter Fettsauren bei der Senkung des 
Cholesteringehaltes im Blut eine deutlich hohere Aktivitat zeigen als vergleichbare Phytostenolester, die sich von gesat- 
tigten Fettsauren, einfach ungesatdgten Fettsauren oder mehrfach ungesatdgten Fettsauren mit zwei und mehr, nicht- 

30 konjugierten Doppelbindungen ableiten. Durch Kombination der erfuidungsgem£6 zu verwcndenden Phytostenolester 
(Komponente a) rait Potenzierungsmitteln (Komponente b) aus der Gruppe der Chilosane, Phytostenolsulfate und/oder 
Desoxy- bzw. Ribonucleinsauren, die selbst iiber keine oder nur sehr geringe hypocmoestermamischen Eigenschaften 
Ycrfiigen, kann die Abnahme des Cholesteringehaltes im Serum wcitcr beschleunigt werden. In Gelatine verkapselt las- 
sen sich sowohl die Phytostenolester als auch die Wlrkstoffgemische zudem problemlos oral einnehmen. 

35 

Phytos tenolester 

Unter Phytostenolen (oder synonym Phytos terolen) sind pfianzliche Steroide ru verstehen, die nur am C-3 eine Hy- 
droxylgruppe, sonst aber keine funktionellen Gruppen tragen. In der Regel besitzen die Phytostenole 27 bis 30 Kohlen- 

40 stofFatorne und eine Doppelbindung in 5/6, gegebenenfalls 718, 8/9 oder anderen Posidonen. Durch Hartung konnen aus 
den ungesatdgten Stenolen die entsprechenden gesattigten Stanole exhalten werden, die von der Erfindung mitumfafit 
werden. Durch Veres tening der Stenole bzw. Stanole mit ungesattigten Fettsauren mit konjugierten Doppelbindungen, 
vorzugsweise konjugierter Linolsaure (CT..A) oder konjugierten Fiscbfettsauren, werden die Stoffe erhallen, die die 
Komponente (a) bilden. Die Phytostenolkomponente der Ester kann sich dabei von Ergostenolen, Campestenolen, Stig- 

45 mastenolen, Brassicastenolen sowie vorzugsweise Sitostenolen bzw. Sitostanolen und insbesondere ^-Sitostenolen bzw. 
p-Sitostanolen ableiten. Die Herstellung kann in an sich bekannter Weise erfolgen, beispielsweise durch direkte \fereste- 
rung der Stenole mit den Fettsauren und anschlieBender Hartung der Ester, durch direkte Veresterung der Stanole mit den 
Fettsauren oder vorzugsweise durch Umesterung und gegebenenfalls Hartung der Stenole bzw. Stanole mit den entspre- 
chenden Konjuenfettsluremethylestem. Ein ailgemeines HersteUverfahren durch Umesterung der Stenole/Stanole mit 

so Fettsaureniedrigalkylestern oder Triglyceriden in Gegenwart geeigneter Katalysatoren, wie z. B. Natriumethylat oder 
speziell auch Enzymen wird in der EP-A2 0195311 (Yoshikawa) beschrieben. Im Sinne der Erfindung kann die Fettsau- 
rekomponente der Phytostenolester auch in untergeordneten Mengen (kleiner 50 Mol-%) gesattigte, einfach ungesatdgte 
oder mehrfach ungesattigte, nicht-konjugierte Anteile enthalten. Demzufolge kann beispiels weise zur Herstellung der 
Ester anstelle reiner konjugierter Linolsaure auch eine technische Mischung mit einem hohen Anteil an konjugierter Lin- 

5S oisaure eingesetzt werden, wie sie beispielsweise unter der Bezeicbnung Selin® CLA (Grtlnau) im Handel erh&ltlich ist. 
In gleicher Weise k6nnen zur Herstellung der Phytostenolester auch enlsprechende Fettsauremethylester oder Triglyce- 
ride (z. B. Selin® CLA-TG) mit hohem Konjuengehalt urngeestert werden. 

Tocopherole 

60 

Unter Tbcopherolen, die als Potenzierungs mittel fur die Phytostenolester in Frage koramen, werden in 2-Stellung mit 
4,8,12-Trimethyltridecyl-Resten substiruierte Chroman-6-ole (3,4-Dihydro-2-H-l-benzopyran-6-ole) verstanden, die 
der Formel (II) folgen, 

65 
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(II) 



in der R J R 3 und R* unabbangig voneinandcr filr Wasserstofif oder eine Methylgruppe stehen. Tbcopberolezablei, , zu den 
m derR . K una * ua b Naphthochinonen, deren Prenyllcetten mehr oder weniger staik ge- 

KeT^TSoDherolen weiterhiti a 6 7-, S- und e-Tocopherole, wobei lelztere nocb iiber die ursprttngliche ungesattigte 
Pr^lseT^S ^^TS^Toioph^cUnoaund -hydrocbinon, bei denen das Pyr^-Ringsystem^eoffnet ul 
Vo™i SlK^ (b) a-Tocopherol (Vitamin E) der Formel (II) eingesetzt, bei der R , R f und R< fur 
Sy£u^^tehen, ode^Ester des i-Tocopberok mil Carbonsauren mit 2 bis 22 Kohlenstoffatomen, w« beispels- 
weise a-Tocopherolaeetat oder a-Tocopherolpalrrdtat. 
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Chitosane 



Chitosane die ebenfails als Polcnzicrungsmiltcl (b2) fur die Phytostenolcster in Fragc kommen stellen Biopo^rnere 
dar u^d Tr^en zur Gruppe der Hydxokolloide gezahlt. Chernisch betrachtet bandelt es sich um pam^deacety berte Chi- 
tine unterscbiedlichen Molekulargewichtes, die den folgenden - idealisierten - Monomerbaustein (HI) entnalten: 25 



NHR 




-H NH2 CHsOH ( |H) 



30 
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Im Geeensatz zu den meisten Hydrokolloiden, die im Bereich biologischer pH-Werte negativ geladen sind, stellen 
Chitosane unter diesen Bedingungen karionische Biopolymere dan Die positiv geiadenen Chitosanc ^n ^l cntge- 
eengesetzt geiadenen Oberflachen in Wechselwirkung treten und werden daher m kosmetischen Haar- und Korperpfle- 
Kernitteln sowie pharmazeutischen Zubereitungen eingesetzt (vgl. UUmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry, 5th 
Ed Vol A6 Weinheina,VerlagChenue,^^ 

B Gesslein et aL in HAPPI 27, 57 (1990). O. Skaugrud in Drug Cosrn. Ind. 148, 24 (1991) und E. Onsoyen et al. in oei- 
fen-Ole-Fette-Wachse 117, 633 (1991) erschienen. Zur Herstelhing der Chitosane geht man von Chiun, vorzugsweise 
den Schalenresten von Krustentieren aus, die als biUige Rohstoffe in groBen Mengen zur Verfugung stehen. Das Chiun 
wird dabei in einem Verfahren das erstmals von Hackrnann et al. beschrieben worden ist, tibhcherweise zunachst durch 
Zusatz von Basen deproteiniert, durcb Zugabe von Mineralsauren demineralisiert und schUeBlich durch Zugabe von star- 
ken Basen deacetyliert, wobei die Molekulargewichte iiber ein breites Spektrum verteilt sein konnen. Vorjwgsweisc wer- 
den entweder niedermolekulare Chitosane mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von etwa 50 0 ^ b ^ l ^ a 
250.000 Dalton oder hochmolekulare Chitosane mil einem durchschnittlichen Molekulargewicht von etwa 500.UUU bis 
etwa 2 000 000 eingesetzt. Entsprechende Verfahren sind beispielsweise aus MakromoL Chem. 177, 3589 (1976) oder 
der franzosischen Patentanmeldung FR-A 2701266 bekannt. Besonders bevorzugt werden solcbeTVpen eingesetzt, wie 
sie in den deutschen Patentanmeldungen DE-A1 44 42 987 und DE-A1 195 37 001 (Henkel) offenbart ^ erden und die 
ein durchschnittliches Molekulargewicht von 800.000 bis 1.200.000 Dalton. eine Viskositat nach Brookfield (l Gtw, 
%\s> in Glycolsaure) unterhalb von 5000 rnPas, einen DeacetyUerungsgrad im Bereich von 80 bis 88% und einem Asche- 
gehalt von weniger als 0,3 Gew.-% auf weisen. Neben den Chitosanen als typischen kationischen Biopolymeren kommen 
im Sinne der Erfindung auch anionisch bzw, nichuonisch derivatisierte Chitosane, wie z. B. C ^°^^f^^^l' 
lierungs- oder AlkoxyUerungsprodukie in Frage, wie sie beispielsweise in der deutschen Patentschnft DE-C2 37 \5 uyy 
(L'Oreal) sowie der deutschen Patentanmeldung DE-A1 196 04 180 (Henkel) beschrieben werden. 

Phytostenolsulfate 

Phytostcnolsulfate, die ebenfaUs als Potcnzierungsxnittel (b3) fur die Phytostenolester in Frage kommen, stellen be- 
kannte Stoffe dar, die beispielsweise durch Sulfatierung von Phytostenolen mit einem Xomplex aus Schwefeltnoxid und 
Pyridin in Benzol hergestellt werden konnen [vgl. J. Am. Chem. Soc. 63, 1259 (1941)]. iy P iscbe Beispiele sind eke Sul- 
fate von Ergostenoien, Campestenolen, Stigmastenolen und Sitostenolen. Die Phytostenolsulfate konnen als Alkali- uncV 
oder Erdalkalimetallsalze, als Ammonium-, Alkylarnmonium- , Alkanolammonium- und/oder Glucammomumsalze vor- 65 
liegen. In der Regel werden sie in Form ihrer Natriumsalze eingesetzt. 
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(Desoxy)Ribonucleinsauren 

Unter (Desoxy)Ribonucleimauren (DNA bzw. RNA), die als letzte Gruppe von Potenzieningsmitteln (b4) fiir die Phy- 
tostenolester in Frage kommen, werden hocrimolekulare, fadenfSnoige Polynucleotide verstanden, die sich von 2'-De- 

5 soxy-P-D-ribonucleosiden bzw. D-Ribonucleosiden ableiten, die ihrerseits wieder von aquivalenten Mengen einer Nu- 
cleobase und der Pentose 2-Desoxy-D-ribo-furanose bzw. D-Ribofuranose aufgebaut werden. Als Nucleobasen konnen 
die DNA bzw. RNA die Purinderivate Adenin und Guanin sowie die Pyrimidine Cytosin und Tliymin bzw. Uracil ent- 
halten. In den Nucleinsauren sind die Nucleobasen N-glykosidisch mit Kohlenstoffatom 1 der Ribose, wodurch im Ein- 
zelfall Adenosine, Guanosine, Cytidine und Thimidine entstehen. In den Sauxen verknttpfl eine Phosphatgruppe die 5- 

10 Hydroxygruppe der Nucleoside mit der 3-OH-Gruppe der jeweils foigenden durch eine Phospho-diesterbrucke unter 
Ausbildung von Einzelstrang-DNA bzw. -RNA. Wegen des groflen Verhaltnisses von Lange zu Durchmesser neigen 
DNA- bzw. RNA-Molekiile schon bei mechanischer Beanspruchung, etwa bei der Extraktion, zu Strangbruch. Aus die- 
sem Grunde kann das Molekulargewicht der Nucleinsauren 10 3 bis 10 9 Dalton reichen. ImSinne der Erfindung werden 
konzentrierte DNA bzw. RNA-L6sungen eingesetzt, die sich durch ein fltissigkristallines Verhalten auszeichnen. Vor- 

15 zugsweise werden Desoxy- bzw. Ribonucleinsauren eingesetzt, die aus marinen Quellen beispielsweise durch Extraktion 
von Fischsperma erhalten werden und die ein Molekulargewicht im Bereich von 40.000 bis 1.000.000 Dalton aufweisen. 

Die Wirkstoffrnischungen der Erfindung kdnnen die Phytostenolester (a) und die Potenzieningsmittel (b) im Ge- 
wichtsverhaltnis 99 : 1 bis 1 ; 99, vorzugsweise 90 : 10 bis 10 : 90, insbesondere 70 : 25 bis 25 : 75 und besonders bevor- 
zugt 60 : 40 bis 40 : 60 enthalten, wobei allein sicherzustellen ist, dafl mit der erfindungsgemaflen Verwendung eine zur 

20 Senkung des Cholesteringehaltes im Blut ausreichende Menge der Komponente (a) aufgenommen wird. In einer beson- 
deren Ausfuhrungsform der Erfindung werden die Phytostenolester - alleine oder zusammen mit den Potenzierungsmit- 
teln - in an sich bekannter Weise in Gelatine verkapselt, wobei man die Kornponenten (a) und gegebenenfalls (b) jeweils 
in Mengen von 0,1 bis 50, vorzugsweise 1 bis 30, insbesondere 5 bis 25 und besonders bevorzugt 10 bis 15 Gew.-% - be- 
zogen auf das Gewicht der Gelatinekapseln - einsetzt. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Erkenntnis, dafl die 

25 Verkapselung der Phytostenolester in Gelatine eine vorteilhafte Ausfiihrungsform fur die orale Au&iahme der Wirkstoffe 
darstellt. 

Eine weitere Verabreichungsform der Phytostenolester sind Zapfchen, die rektal oder vaginal eingefuhrt werden kon- 
nen, und als Supositoriengrundmasse ebenfalls Gelatine, gegebenenfalls in Kombination mit Glycerin, oder aber synthe- 
tische Fette bzw. Wachse, Polyethylenglycole oder natilrlichc Bestandteile wie z. B. Kakaobutter enthalten konnen. Da- 
30 neben ist es mdglich, die Phytostenolester in tiblichen Nahrungsmitteln zu losen bzw. zu dispergieren, als da beispiels- 
weise sind: Salatole, Dressings, Mayonnaisen, Margarinen, Butter, Fritierfette, Kak&oprodukte, Wurst und dergleichen. 

Beispiele 1 bis 5, Vcrgleichsbeispielc VI bis V3 

35 Es wurden Gelatinekapseln (Gewicht ca. 1*5 g) mit einem Gehalt von 5 Gew.-% verschiedener p-Sitostenoiester und 
gegebenenfalls Vitamin E sowie 0,5 Gew.-% radioaktiv markiertem Cholesterin hergestellt, Zur Untersuchung der hypo- 
cholesterinamiscben Wirkung lieB man mannliche Ratten (Einzelgewicht ca. 200 g) liber Nacht fasten. Am foigenden 
Tag wurde den Versuchstieren jeweils eine zerkleinerte Gelatinekapsel mit etwas kochsalzbaltigem Wasser liber eine 
Magensonde eingefUhrt. Nach 3, 6, 12, 24 und 48 h wurde den Tieren Blut abgenommen und der Gehalt an radioaktivem 

40 Cholesterin bestimmL Die Ergebnisse, die den Mittelwert der Messungen von 10 Versuchstieren darstellen, sind in Ta- 
belle 1 zusammengefaflt. Die Angaben zur Abnahme der Radioakdvital verstehen sich jeweils inBezug auf eine Blind- 
gruppe von Versuchstieren, denen lediglich Gelatinekapseln mit einem Gehalt von 20 Gew.-% Vitamin E und einer ent- 
sprechenden Menge radioaktiv markiertem Cholesterin verabreicht worden war. Die Mischungen 1 bis 5 sind erfindungs- 
gemaB, die Mischungen VI bis V3 dienen dem Vergleich. 
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Tabellel 



Hypocholesterinamische Wirkung (Mengenangaben als Gew.-% bezogen auf Gelatinekapsel) 



ZusammensetzungfAktivftat 


1 


2 


3 |4 


5 


V1 


V2 


V3 


Konjuenfettssure-fl-sitos{enolester* 


. 5 








- 


- 


- 


■ - 


konj. Ci2-C24-Fischfettsaure-P-sitDstenolester 


- 


5 






- 


- 


- 


- 


Konjuenfeitsaure-B-s'rtostanoIester* 






5 












konj. Ci2-C24-Fischfettsaure-p-sitostenoIester 








5 


5 








Laurinsaure-p-sitostanolester 


















Olsaure-B-sitostanolester 












5 






Linolsaure-B-s'rtostanolester 














5 




Vitamin E 










5 






5 


Radioakiivitat /%-re// 


- nach 3 h 


95 


95 


95 


95 


95 


95 


95 


95 


- nach 6 h 


80 


79 


78 


78 


75 


84 


82 


83 


• nach 12 h 


72 


70 


68 67 


61 


76 


74 


73 


- nach 24 h 


45 


45 


43 


43 


39 


51 


48 


47 


• nach 48 h 


21 


20 


18 17 


15 


30 


26 


25 



T Fettsaurebasis: Se!in<S> CLA (Grunau/lllertissen) 



Pa tentan spriiche 

1. Verwendung von Estern von Phytostenolen rait Fetisauren rait 6 bis 24 Kohlcnstoffatomen un d mindestcns 2 
komugierten Doppclbiodungen z ur Herstellung von hypocholesterinamischen Mitteln. 

2. Verwendung nach Ansprucb 1, dadurch gekennzeichnet, dafl man Ester von p-Sitostenol oder p-Sitostanol ein- 
setzt. 

3. Verwendung nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man Ester von 0-Sitostenol bzw. p-Si- 
tostanol mit konjugierter Linolsaure einsetzt. 

4. Verwendung nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man Ester von p-Sitostenol bzw. $-Si~ 
tostanol znit konjugierter Fischfettsauxe einsetzt. 

5. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Phytostenolester zusammen 
mit Potenzierungsmitteln einsetzt, die ausgewahlt sind aus der Gruppe, die gebildet wird von Tbcopherolen, Chito- 
sanen, Phytostenolestero und (Desoxy)-Ribonucleinsauren sowie deren Gemischen. 

6. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, daB man als Potenzierungsmittel Vitamin E 
einsetzt. 

7. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB man als Potenzierungsmittel Chi to sane 
mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht irn Bereich von 50.000 bis 250.000 bzw. 500.000 bis 2.000.000 
Dalton einsetzt. 

8. Verwendung nach den Anspriichen 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man als Potenzierungsmittel) marine 
Desoxyribonucleinsauren einsetzt, die ein Molekulargewicht im Bereich von 40.000 bis 1,000.000 Dalton aufwei- 
sen. 

9. Verwendung nach den AnsprUchen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB man die Koxnponenten (a) und gegebe- 
nenfalls (b) in Gelatine verkapselt. 

10. Verwendung nach Ansprucb 9, dadurch gekennzeichnet, daB man die Phytostenolester in Mengen von 0,1 bis 
50 Gew.-% - bezogen auf das Gewicht der Gelatinekapseln - einsetzt. 



